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摘要 : 为 了 鉴定 家 蝇 Musca domestica 免疫 相关 基因 ， 应 用 抑制 性 消减 杂交 技术 ,构建 刺激 家 蝇 幼 虫 差异 表达 cDNA 
消减 文库 。 以 大 肠 杆 菌 Escherichia coli 和 金黄 色 和 葡萄 球菌 Staphylococcus aureus 诱导 12 h 的 家 晶 幼 虫 与 未 诱导 的 家 晶 
幼虫 为 消减 杂交 对 象 ， 获 得 了 差异 表达 基因 的 cDNA 片段 ， 将 其 与 T/A 载体 连接 并 转化 大 肠 杆菌 DH5a, 构建 了 刺 
激 家 晶 幼 虫 cDNA 消减 文库 。PCR 检测 发 现 ， 文 库 的 阳性 克隆 中 插入 的 cDNA 片段 大 小 在 200 ~ 1000 bp 之 间 ， 随 
机 挑选 了 161 个 含 大 小 不 等 差异 片段 的 克隆 进行 测序 和 同 源 性 分 析 ， 鉴 定 了 36 种 蛋 日 的 基因 片段 ， 包括 抗 菌 肽 、 
酶 、 核 糖 体 蛋白 、 其 他 功能 蛋白 以 及 功能 不 明 的 蛋白 。 用 半 定 量 RT-PCR 分 析 了 其 中 6 种 蛋白 基因 的 表达 ， 结 果 显 
示 : 防御 素 和 攻击 素 基 因 在 细菌 刺激 后 24 h 内 明显 上 调 表 达 ， 而 溶菌 酶 、 酚 氧化 酶 原 活化 因子 、 糜 和 蛋 白 酶 和 和 蛋白 
质 合成 起 始 因 子 基因 在 细菌 刺激 后 0 -4 h 内 表达 受 抑制 ，12 h 后 上 调 表达 。 该 研究 结果 为 家 蝇 免 疫 相 关 基 因 的 克 
隆 和 家 蝇 免 疫 防御 机 制 的 探讨 莫 定 了 良好 的 基础 。 
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Construction of a suppression subtractive hybridization cDNA library to 
identify differentially expressed genes from Musca domestica ( Diptera: 


Muscidae) larvae 

LI Dian-Xiang , KANG Cui-Jie^, ZHANG Wei’, WANG Jin-Xing^" , ZHAO Xiao-Fan^ (1. School of 
Medicine and Life Sciences, University of Jinan, Jinan 250022, China; 2. School of Life Sciences, 
Shandong University, Jinan 250100, China) 

Abstract: To identify immune-related genes in housefly ( Musca domestica) larvae, suppression subtractive 
hybridization ( SSH) was performed to generate a subtracted cDNA library between bacteria-challenged 
( Escherichia coli and Staphylococcus aureus mixture) housefly larvae ( Tester) and control housefly larvae 
(Driver) using the PCR-Select"" cDNA Subtraction Kit according to the manufacturer’ s protocol. The 
subtracted target cDNAs were ligated into the pGEM-T-Easy vector using T4 DNA ligase and transformed 
into E. coli DH5a competent cells. Positive white clones were randomly selected and sequenced after PCR 
detection. PCR analysis showed that the white bacteria clones contained inserts of 200 - 1 000 bp. The 
sequences inserted were used to search GenBank with BLASTX. A series of ESTs of 36 kinds of proteins 
including antibacterial peptides, enzymes, ribosome proteins and other functional proteins as well as 
unknown proteins, were isolated from 161 clones sequenced randomly. RT-PCR analysis revealed that two 
differentially expressed genes, defensin gene and attacin gene, were up-regulated in housefly larvae 
challenged for 24 h, while the genes encoding other proteins like lysozyme 1, prophenoloxidase activating 
factor, chymotrypsin and eukaryotic translation initiation factor were first down-regulated in housefly larvae 
challenged for O -4 h and then up-regulated at 12 h post treatment. These results have established a solid 
foundation for cloning immune-relevant genes from M. domestica and further studying immune mechanism in 
housefly. 

Key words: Musca domestica; suppression subtractive hybridization; cDNA subtractive library; 
differentially expressed genes; semi-quantitative RT-PCR 


基金 项 目 : 国家 自然 科学 基金 项 目 (30800839) ; 山东 省 中 青年 科学 家 奖励 基金 项 目 (2008BS06010) 

作者 简介 : 李 殿 香 ， 女 ，1963 FE, BE, 副教授， 主要 从 事 动物 生化 与 分 子 生物 学 研究 ，E-mail: dianxiangli@ 126. com 
“通讯 作者 Corresponding author, E-mail; jxwang@ sdu. edu. cn 

收 稿 日 期 Received; 2010-01-21 ; 接受 日 期 Accepted; 2010-03-29 


602 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 53 3 


家 量 Musca domestica JE TOUR E] ER, FEE 
腐 物 和 垃圾 等 含有 大 量 细 茵 的 恶劣 环境 中 生长 ， 其 
AREA 60 多 种 病原 菌 ， 能 够 传播 多 种 疾病 
( Rahuma et al., 2005 ) ， 但 家 蝇 上 自身 却 不 受 这 些 病 
原 菌 的 感染 ， 说 明 家 蝇 对 病原 微生物 有 者 强大 的 免 
疫 力 ， 这 也 预示 痢 家 晶体 内 存在 着 独特 的 免疫 防御 
机 制 ( 宫 霞 等 ，2007)。 家 晶 的 免疫 防御 系统 与 消 
椎 动物 的 不 同 ， 一 般 不 存在 适应 性 免疫 ( Hoffmann, 
1995), FRF ERRA, AA DLE SR ELA 
抗菌 肽 等 行使 体液 免疫 ， 而 抗菌 肽 是 抵御 病原 物 侵 
认 的 重要 因子 。 人 研究 发 现 ， 家 蝇 幼 虫 经 细菌 诱导 后 
会 有 多 种 与 抗菌 有 关 的 蛋 晶 /多肽 开始 表达 或 加 强 
RA CRER, 2003; 许 兵 红 等 ，2007) ， 而 且 ， 
家 晶体 内 的 抗菌 肽 不 只 一 种 (Rutschmann et al., 
2000; 马 红 霞 等 ，2007 ) 。 本 实验 室 殉 隆 得 到 了 多 
个 家 蝇 抗 菌 肽 的 基因 ERRE, 2003; Liang et 
al., 2006; Ren et al., 2009) 。 除 了 已 报道 的 家 晶 抗 
菌 肽 基因 以 外 ， 经 细菌 诱导 的 家 晶体 内 究竟 还 有 多 
少 新 的 免疫 相关 基因 ， 目 前 尚 不 清楚 。 

jn m PE JA Zu 3 ( suppression subtractive 
hybridization, SSH) Æ — FUE 3 96 E 25 5p 6 5 d 
的 新 方法 (Diatchenko et al., 1996), ， 在 差异 表达 基 
因 鉴 定 中 应 用 广泛 (Rebrikov et al., 2004; Straub et 
al., 2004; Zeng and Lu, 2009) ， 但 目前 尚未 见 在 家 
蝇 中 应 用 的 报道 。 本 研究 利用 SSH 方法 ， 成 功 构 
建 了 细菌 诱导 12 h 家 晶 幼 虫 对 非 诱 导 家 晶 幼 虫 的 
差异 表达 cDNA 消减 文库 ， 并 对 该 消减 文库 进行 了 
初步 条 选 ， 获 得 了 一 批 差 异 表达 的 cDNA 片段 ， 为 
进一步 克隆 家 晶 人 免疫 相关 基因 葛 定 了 良好 的 基础 。 


1 材料 与 方法 


L1 材料 

家 蝇 幼 虫 为 本 实验 室 饲 养 ; AMT B 
Escherichia coli 感受 态 菌 株 DHSa、 大 肠 杆 菌 和 金黄 
CRAE A Staphylococcus aureus 为 本 实验 室 保存 。 
1.2 试剂 

RNA 提取 所 用 Unizol 试剂 为 Biostar 公司 (中 国 
E) m; mRNA 纯化 试剂 盒 为 Promega 公司 产 
ii; Clontech PCR-Select"" cDNA Subtraction Kit 为 
Clontech 公司 产品 ; Super SMART" PCR cDNA 
Synthesis Kit 为 MBI 公司 (中 国 上 海 ) 产品; rTaq 
DNA 聚合 酶 、Ex-7ao DNA 聚合 酶 、DL2000 DNA 
Marker, ADNA EcoR [/Hind lll Marker, pGEM-T- 


Easy 载体 为 TaKaRa Biotechnology 公司 (中 国 大 连 ) 
产品 ; Agarose 为 BIOASIA 公司 产品 ; Tryptone 和 
Yeast Extract 为 BBI 公司 产品 ; SACK HP EA 
AMRESCO 公司 (中 国 上 海 ) 产 品 ; IPTG, X-Gal 和 
T, DNA 连接 酶 为 Sangon 公司 (中 国 上 海 ) ; 其 余 试 
剂 为 国产 分 析 纯 。 

1.3 家 蝇 的 针 刺 诱导 

将 冻 存 的 大 肠 杆 菌 和 人 金黄 色 和 葡萄 球 菌 的 落 种 复 
苏 ， 离 心 收集 对 数 生 长 期 的 细胞 ， 用 灭 菌 水 稀释 成 
OD = 1.0, 将 两 种 菌 液 等 体积 混 义 ,用 1 mL ZG 
AEAT ArT AERDEN TAA, FFL 3 龄 幼虫 后 
腹部 ， 每 头 1 针 ， 共 刺激 100 k, 12 h 后 ， 选 生长 
状态 恨 好 的 幼虫 10 头 提 取 诱 导 幼 虫 的 总 RNA， 挑 
选 同 等 饲养 条 件 下 大 小 与 生活 力 相 似 的 10 头 正 党 
3 龄 幼虫 作为 对 照 提 取 RNA, 

1.4 诱导 与 非 诱导 家 昭 总 RNA 的 提取 及 mRNA 
的 分 离 

参照 Unizol 试剂 使 用 说 明 书 的 步骤 提取 总 
RNA， 经 质量 检测 合格 后 ， 合 并 3 次 独立 实验 提取 
的 总 RNA， 按 PolyATract mRNA Isolation Systems 试 
剂 盒 (Promega 公司 ,美国 ) 的 操作 流程 分 离 
mRNA, 

1.5 cDNA 消减 杂交 文库 的 构建 

用 Clontech 公司 的 PCR-Select cDNA Subtraction 
Kit 构建 cDNA 消减 杂交 文库 。 

分 别 取 2 hg 诱导 与 非 诱导 家 蝇 幼 虫 mRNA, 
逆转 录 成 双 链 cDNA ， 诱 导 的 称 为 Tester， 非 诱导 
的 称 为 Driver, Tester 和 Driver 的 双 链 cDNA 均 用 
四 碱 基 识 别 酶 Rsa 工 酶 切 。 只 有 Tester cDNA 连接 
头 ，Driver cDNA 不 加 接头 。 把 酶 切 的 Tester cDNA 
分 为 2 份 , 各 目 连接 试剂 盒 提供 的 特殊 设计 的 奔 核 
PRI Adaptor 1 和 Adaptor 2R， 再 分 别 与 过 量 
的 酶 切 平头 的 Driver cDNA 于 68% 2827 8 h, EE 
者 合并 两 种 杂交 产物 ， 加 入 新 的 过 量 的 酶 切 Driver 
cDNA 作 第 2 次 杂交 (68% ，16 h) ， 获 得 的 cDNA 
分 子 两 端 每 条 单 链 上 市 有 不 同 的 接头 ， 使 Tester 中 
高 表达 而 Driver 中 低 表 达 和 Tester 中 有 表达 而 
Driver 中 无 表达 的 cDNA 片段 得 以 定 集 。 将 抑制 性 
消减 杂交 后 的 产物 作 模 板 ， 分别 用 两 对 引物 (试剂 
盒 提供 ) 进行 两 次 抑制 性 PCR 扩 增 。 第 1 次 扩 增 ， 
选用 接头 外 侧 引 物 ， 扩 增 两 端 珊 有 不 同 接头 的 
cDNA; 第 2 次 扩 增 ， 以 第 1 次 PCR 产物 为 模板 ， 
选用 接头 内 侧 巢 式 引 物 ， 进 一 步 扩 增 差 异 表达 的 
cDNA 序列 并 降低 本 底 。 将 纯化 的 第 2 次 PCR 产物 
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与 pGEM-T-Easy 载体 于 16€ 水 浴 中 过 夜 连接 ， 连 
接 反应 液 10 uL, EAA 4.0 uL PCR 产物 、1.0 
pL 载体 和 5.0 uL E DNA 连接 酶 的 连接 液 。 将 构 
建 的 重组 质粒 转 人 感受 态 细 胞 E. coli DH5a， 建 成 
cDNA 消减 杂交 文库 。 
1.6 cDNA 消减 杂交 文库 的 筛选 

将 转化 好 的 细 效 接种 至 含 宽 下 青霉素 
(50 mg/L), IPTG(0. 5 mmol/L) 41 X-gal (80 mg/L) 
的 LB 琼脂 平板 上 ，37 人 过夜 培养 ,形成 蓝 白 斑 。 
随机 挑 取 白斑 克隆 ， 用 载体 两 端 通用 引物 进行 
PCR 检测 PCR 程序 为 : 95%C 5 min; 68% 5 min, 
加 rT7ag BE; 然后 进入 后 面 的 循环 : 940 30 s, 
55C 45 s, 72C 1.5 min, € 33 个 循环 后 ，72C 


延伸 10 min, PCR 扩 增 产物 经 电泳 检测 为 阳性 的 ， 
进行 扩 增 培养 。 
1.7 测序 及 序列 分 析 

测序 工作 由 生 工 生物 工程 (上 海 ) 有限 公司 完 
成 ， 序 列 分 析 在 NCBI 数据 库 GenBank BLASTx 中 
完成 。 
1.8 差异 基因 的 半 定 量 RT-PCR 分 析 

按 上 述 方法 刺激 家 蝇 3 IER, 分 别提 取 非 泛 
导 与 诱导 2, 4, 6, 12 和 24 h 各 3 3k 4j m B3 ds. 
RNA, AX cDNA 为 PCR 的 模板 。 选 用 核糖 体重 
日 基因 (rp49) 作 内 参 基 因 ， 进 行 6 个 目的 基因 表达 
变化 的 RT-PCR 检测 。 扩 增 这 6 个 目的 基因 和 内 参 
基因 的 引物 序列 见 表 1。 


表 1 半 定 量 RT-PCR 的 引物 
Table1 List of primers for semi-quantitative RT-PCR 


基因 名 称 Gene names 
REE AEA] Chymotrypsin gene (chy) 


蛋白 质 合 成 起 始 因子 基因 
Eukaryotic translation initiation factor 5A gene ( eif ) 
溶菌 酶 基因 Lysozyme 1 gene (lys) 


防御 素 基 因 Defensin gene (def) 


攻击 素 基 因 Attacin gene (att) 


酚 氧 化 酶 原 活 化 因子 基因 Prophenoloxidase activating factor gene (pap) 


核糖 体 和 蛋白 49 基因 Ribosome protein 49 gene (7p49 ) 


PCR 条 件 为 94% 3 min, 94?C 30 s, 55%C 40 s, 
72C 40 s， 重 复 23 个 循环 后 ，72% 延伸 10 min, 
用 凝 胺 成 像 软 件 QuantityOne (Bio-Rad, California, 
USA) 对 电泳 图 像 进行 分 析 ， 计 算出 目的 基因 与 内 
参 基因 的 光 密 度 比 值 ， 依 据 3 组 平行 实验 的 光 密 度 
比值 的 平均 值 作 柱 形 图 ,分析 目 的 基因 的 相对 表 
达 量 。 

1.9 数据 统计 与 分 析 

用 Excel 软件 计算 3 组 平行 实验 结果 的 平均 值 
和 标准 偏差 (+SD) ， 并 将 诱导 2,4 ,6 , 12,24 h 
的 实验 结果 分 别 与 非 诱 导 (0 h) 的 实验 结果 进行 i- 检 
验 ， 44h P1, Æ 0.01 和 0.05 水 平 上 比较 差异 显 
车 性。 


引物 序列 Primer sequence (5' - 37) 
: AGATCTCTGACTCTGCCTCCG 

: GICGACATCGATACGCGTGGTC 

: CGGAGATTCTGGTGCTTCTC 

: GICGACATCGATACGCGTGGTC 

: ATCCAACGGCCGTTICTCC 

: GICGACATCGATACGCGTGGTC 

. CTGTGCTGCCCATTGTCTGTTGC 

: GICGACATCGATACGCGTGGTC 

: TTGCCATATTATCCACCACCCACT 
 GCTATTGTTGAAGATGTTGACACC 
 TCGCCACTGGTCTGTCCTATTC 

: TACAGGCCCAAGATCGTGAA 


思 "0 D om o-unuouud'uu mu 


: GACAATCTCCTTGCGCTTCT 


2 fm 


2.1 双 链 cDNA XX BE TE EEBS FR Ek 

图 1 i55 SJEA ANE Lm NGE cDNA 
( dscDNA) 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 图 。 本 实验 使 用 的 诱导 
与 非 诱导 家 蝇 幼 虫 总 RNA 经 电泳 检测 ，28S 与 18S 
两 条 带 清 晰 ， 经 紫外 分 光 光 度 计 检测 OD44/0D;g 
比值 在 1.8 ~2.0 之 间 ( 绪 有 果 未 出 示 ) ， 说 明 提取 的 
总 RNA 样品 完整 ， 纯 度 较 高 。 从 这 些 总 RNA 样品 
中 分 离 出 mRNA， 然 后 将 mRNA 35658 35, dscDNA 。 
琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 显示 ，dscDNA 为 弥散 状 ， 分 
布 范围 在 200 ~1 000 bp 之 间 ， 可 以 用 于 抑制 性 消 
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*«— ——— dscDNA 


M 
图 1 BFA) SIAF CB) ZIE cDNA. PIEPER E Yk 
Fig. 1 1% Agarose gel electrophoresis of dscDNA from challenged (A) and unchallenged (B) houseflies 
M: DNA 分 子 量 标准 ADNA EcoR Į /Hind Marker. 


2.2 抑制 性 消减 杂交 结果 

合成 的 Tester 与 Driver dscDNA 经 Rsa [3 E87] 
JHBE3E FIT RE BE AA. ZRACPT EPA E TI n 
性 PCR， 形 成 了 均一 化 的 消减 产物 ， 经 电泳 检 测 发 
现 , 第 1 $6 PCR 产物 呈 拖 带 状 ， 亮 度 弱 。 第 2 轮 
PCR 扩 增 后 ,产物 明显 增多 ， 拖 市 的 亮度 加 强 ， 拖 
市 范围 在 200 ~ 1000 bp 之 间 ， 另 外 ， 消 减 后 的 扩 
增 市 的 腕 度 比 消减 前 的 扩 增 币 要 弱 ， 而 且 ， 消 减 后 
第 2 轮 PCR 产物 中 出 现 了 cDNA 特异 条 市 (图 2). 
这 表明 Tester 与 Driver 相同 表达 的 基因 已 被 消减 ， 
而 差异 表达 的 低 丰 度 的 基因 得 到 了 富 集 。 






1 2 3 4 5 


图 2 两 轮 PCR 扩 增 后 cDNA 抑制 消减 杂交 的 结果 
Fig. 2 Electrophoretic analysis of the subtraction results of 
cDNA amplified with two round PCR (246 agarose gel) 
1; DNA 分 子 量 标 准 DL2000 Marker; 2; 消减 前 第 1 轮 PCR 产物 
The 1st-round PCR products of Tester cDNA before subtraction; 3: 消 
减 后 第 1 轮 PCR 产物 The st-round PCR products of Tester cDNA post 
subtraction; 4: 消减 前 第 2 $€ PCR 产物 The 2nd-round PCR products 
of Tester cDNA before subtraction; 5; 消减 后 第 2 轮 PCR 产物 The 
2nd-round PCR products of Tester cDNA post subtraction. 

















*— — dscDNA 


M 


2.3 SSH 文库 篇 选 

将 消减 后 的 第 2 轮 PCR 产物 与 载体 的 连结 
产物 ， 转 化 到 coli DH5o 细胞 ， 先 经 过 蓝 日 斑 第 选 
出 白色 阳性 克隆 ， 再 经 POR 扩 增 鉴定 ， 结 果 显 示 ， 
随机 挑 取 的 310 个 白色 克隆 中 ，95% 的 均 有 外 源 插 
ABE, FECK/NÉE 200 ~1 000 bp 之 间 ， 这 与 消 
减 后 的 cDNA 大 小 相符 ， 同 时 也 表明 构建 的 家 晶 幼 
忠 的 消减 文库 有 很 高 的 阳性 率 ( 图 3)。 
2.4 差异 表达 基因 鉴定 

MERRER 12 h 的 消减 文库 中 ， 随 
机 选取 了 161 个 有 大 小 不 同 扩 增 市 的 阳性 克隆 进行 
测序 ， 测 序 结果 经 GenBank BLAST: 4r, iii 
了 47 个 有 效 的 差异 表达 基因 的 cDNA 片段 ( 表 2)。 
其 余 114 个 cDNA 片段 在 基因 库 中 找 不 到 同 源 片 段 
或 同 源 性 太 低 ， 暂 作 无 效 基因 片段 看 待 。 在 这 47 
个 差异 表达 的 cDNA 片段 中 ， 有 些 基因 片段 如 防御 
Z AA BAREH LS 等 被 多 次 重复 挑 到 ， 
说 明 该 消减 库 中 的 cDNA 片段 是 富 集 的 。 基 因 同 源 
性 分 析 显 示 ， 这 47 个 差异 表达 的 cDNA 片段 编码 
36 种 蛋白 ， 它 们 可 以 被 归 为 抗菌 肽 、 酶 、 核 糖 体 
和 蛋白、 其 他 功能 和 蛋白 和 未 知 功 能 和 蛋 昌 等 5 类 。 其 
F, HAR 3 种 ， 它 们 是 防御 素 、 攻 击 素 和 溶菌 
酶 ， 共 7 个 cDNA 片段 ， 占 测序 元 隆 的 4.3% ; f 
出 的 酶 类 有 11 种 ， 包 括 酚 氧化 酶 原 活 化 因子 、 麻 
ERAH, dicer, RAKARE HARIK 5 种 水 解 
酶 ， 还 有 细胞 色素 氧化 酶 、 细 胞 色素 P450、 脂 酰 
WA NADH: 泛 醒 氧化 还 原 酶 、 烯 酰 还 原 酶 和 
过 氧化 氢 酶 6 种 氧化 还 原 酶 ， 共 12 个 cDNA Fr E, 
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factor 
脱氧 酶 


Fatty acyl-CoA desaturase 


1c proteinase 


酶 Lysozyme 1 
Dicer-1 
KAARE HAN 


酚 氧 化 酶 原 活化 因子 


攻击 素 Attacin 
activating 
BESE ERG 
Chymotrypsin 
Cytochrome 
细胞 色素 PASO 
脂 


Carboxypeptidase 
细胞 色素 氧化 酶 亚 基 工 
Cytochrome P450 


Prophenoloxidase 


防御 素 Defensin 
oxidase subunit J 


Aspart 


v 
S 


7e-10 
2e-00 
9e-47 
9e-23 
4e-19 
6e-18 
1e-22 
2e-08 

-15 
6e-08 
2e-04 


4e 


) 
) 


ica 
ica ) 


la cuprina 


ila pseudoobscura ) 
ila melanogaster ) 


AAL13523 


EAL30742 
( Drosoph 


CAC12696 ( Tenebrio molitor ) 
EAT47261 (Aedes aegypti) 
( Drosoph 


AAP33451 ( Musca domestica ) 
AAA68986 ( Lucil 


AAN31393 ( Musca domest 


ACO35258 ( Musca domestica ) 
AAQ20048 ( Musca domestica ) 
ABM69085 ( Musca domest 


AAP23072 ( Coelopa nebularum ) 


0 
2 
6 
9 
4 


4 
8 


8 


7 
1 


220 
268 
340 
280 
253 
251 
2 


1 


2 
2 


1 


0 


1 


2 


1 
1 


Antibacterial peptide 
Enzyme 
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续 表 2 Table 2 continued 


基因 类 别 


Gene classification 


核糖 体 蛋 白 


Ribosome protein 


其 他 Others 


未 知 


Unknown 


编号 


No. 


12 


13 


14 


16 


17 


18 


19 


20 


21 


22 


23 


24 


25 


26 


27 


28 


29 


30 


31 


序列 长 度 (bp) 
Length of inserted cDNA 


746 


777 


216 


245 


310 


162 


296 


250 


377 


244 


246 


314 


278 


237 


650 


379 


245 


220 


244 


207 


同 源 基 因 
Homologous gene 


NP 647836 


( Drosophila melanogaster ) 


CAA59444 
( Campylobacter jejuni) 


EAL33544 
( Drosophila pseudoobscura ) 


NP. 001036390 


( Drosophila melanogaster ) 
NP. 001037132 ( Bombyx mori ) 


CAA64319 


( Drosophila melanogaster ) 


NP 001037215 


( Drosophila melanogaster ) 
CACA1629 ( Drosophila virilis ) 


NP. 524687 
( Drosophila melanogaster ) 


NP. 609179 


( Drosophila melanogaster ) 


CAHO4343 ( Biphyllus lunatus ) 


NP_524315 


( Drosophila melanogaster ) 


EAT42392 ( Aedes aegypti) 


EATA41978 (Aedes aegypti) 


P62924 ( Spodoptera exigua ) 


XP. 316041 
( Anopheles gambiae str. PEST) 


ABJ17060 


( Drosophila melanogaster ) 


BAC29608 ( Mus musculus) 


EAL34039 
( Drosophila pseudoobscura ) 


EAL33555 (GA17298-PA) 


昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 


期 望 值 


7e-28 


7e-08 


3e-04 


1e-20 


1e-15 


6e-05 


5e-36 


9e-23 


1e-28 


7e-22 


3e-24 


5e-20 


1e-22 


le-12 


9e-39 


1e-10 


7e-17 


4e-06 


2e-00 


2e-00 


Expected value Selected frequency 


2 
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基因 功能 
Gene function 


Enoyl reductase 


HAKAN Catalase 


NADH: 泛 配 氧化 还 原 酶 
NADH; Ubiquinone 
oxidoreductase 


核糖 体 蛋 白 LS 


Ribosomal protein LS 


核糖 体 蛋 白 L6 


Ribosomal protein L6 


核糖 体 蛋 白 L9 


Ribosomal protein L9 


核糖 体 蛋 白 L11 
Ribosomal protein L11 


核糖 体 蛋 白 L14 
Ribosomal protein L14 


核糖 体 蛋白 L30 
Ribosomal protein L30 


核糖 体 蛋 白 L36A 
Ribosomal protein L36A 


核糖 体 蛋 白 S23 


S23e ribosomal protein 


核糖 体 蛋白 S25 
Ribosomal protein S25, 


isoform A 
WILA Internalin A 
蛋白酶 体 亚 基 


Proteasome subunit 


beta type 6, 9 


和 蛋白质 合成 起 始 因 子 


Eukaryotic translation 


initiation factor 5A ( eIF-5A) 
HEERA 


Cuticular protein 
可 能 为 信号 分 子 
May be PDZ signaling 
可 能 是 孕 酮 受 体 
May be progesterone 


receptor 


未 知 功能 


Unknown protein 


未 知 功能 


Unknown protein 
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续 表 2 Table 2 continued 


基因 类 别 编号 序列 长 度 (bp) 同 源 基因 期 望 值 MERE 基因 功能 
Gene classification No. Length of inserted cDNA Homologous gene Expected value Selected frequency Gene function 
EAL33336 未 知 功能 
32 307 4e-09 1 
( Drosophila pseudoobscura ) Unknown protein 
EAL25333 功能 
33 321 2e-07 1 未 知 功 有 
( Drosophila pseudoobscura ) Unknown protein 
EAL30742 功能 
34 233 9e-10 1 未知 功 有 
( Drosophila pseudoobscura ) Unknown protein 
XP_001653008 功能 
35 386 5e-10 1 未 知 功 有 
( Aedes aegypti) Unknown protein 
XP. 001866421 功能 
36 240 4e-04 2 未 知 功 有 
( Culex quinquefasciatus ) Unknown protein 
2.5 差异 基因 的 半 定 量 RT-PCR 分 析 诱导 后 是 差异 表达 的 ， 但 表达 模式 不 同 。 图 4 是 这 


家 蝇 幼 虫 消 减 文库 中 的 这 6 个 目的 基因 在 细菌 ”6 个 差异 表达 基因 的 半 和 定量 RT-PCR 分 析 的 结果 。 











b 
pap P 
289 
att 
264 
150 
s 243 
M 572 
il 388 
TO 280 
0h 2h 4h 6h 12h 24 h 
4 
E 3.5 x 
c KK 
Ẹ 多 O pap 
c MA 
E t. 
E. 2.5 2 b E att 
M A Š: 
e 
E 2 2 A E def 
: ^h A T 
1.5 P S 7 SA A lys 
4 : N AES 
ES S: N AZ n 
i LEE KS " Y% 
i Aa S 2: 
* 0.5 7 Pd E h K% 图 chy 
^ 
AS AES: 
h 





N 
ER 
一 


4 6h 


诱导 时 间 Hours post bacterial challenge 


图 4 差异 表达 基因 的 半 定 量 RT-PCR 分 析 


Fig.4 Semi-quantitative RT-PCR analysis of gene expression in challenged and unchallenged housefly larvae 


相对 表达 水 平 是 3 组 独立 实验 检测 的 目的 基因 与 p49 基因 比值 的 平均 值 ， 星 号 代表 重要 差异 ( *, P «0.05; **, P «0.01), Relative 


expression levels were normalized with rp49. The results are based on three independent experiments and expressed as mean + SD. The asterisks indicate 





significant differences ( +, P<0.05; x*, P<0.01) from the unchallenged sample. 
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攻击 素 基 因 (att)、 防 御 素 基因 (def) 明显 上 调 
AA. at 在 非 诱导 家 蝇 幼 虫 中 不 表达 ，def 在 非 诱 
导 家 蝇 幼 虫 中 极 少量 表达 ， 细 菌 诱导 2 h 时 at 与 
def 都 少量 表达 ， 诱导 2 h 后 它们 的 表达 量 不 断 增 
加 ， 随 着 诱导 时 间 的 延长 ， 在 诱导 24 h 内 一 直 递 
增 ， 并 在 诱导 24 h 时 达 最 大 。 

溶菌 酶 基因 (Lys) 在 诱导 初期 表达 下 调 ， 在 诱 
导 4h 时 表达 量 降 到 最 低 ， 从 诱导 6 h 开始 表达 量 
急剧 增加 ， 并 在 之 后 的 诱导 12 -24 h 的 时 间 内 持 
续 上 调 表 达 。 

和 蛋白质 合成 起 始 因 子 基因 (eif) 在 诱导 后 的 24 h 
内 总 体 表 达 趋 势 是 上 调 的 ， 但 变化 幅度 不 大 。 诱 导 
2 h 时 ，ex 表 达 量 略 有 增加 ， 诱 导 4 h 时 ，eif 表达 
量 比 诱导 2p 的 还 略 有 下 降 ， 从 诱导 6 h 以 后 ， 继 

靡 蛋白酶 基因 (chy) 和 酚 氧 化 酶 原 活 化 因子 基 
(pap) 也 与 lys 一样， 在 诱导 24 h 内 ， 呈 现 先 下 
调 后 上 调 的 表达 趋势 。chy 从 诱导 后 0 -12 bh 里 一 
直 表 达 下 调 ， 在 诱导 24 h 时 明显 上 调 表 达 。pap R 
达 最 低 点 也 是 在 诱导 4 h, 诱导 6 h 的 表达 量 开 始 
增加 ,诱导 12 h 的 表达 量 略 超过 非 诱导 家 晶 幼 虫 
的 表达 ， 到 诱导 24 h 时 已 上 调 表 达 ， 不 过 ，pap 和 
chy 相 比 ， 下 调 与 上 调 的 变化 幅度 不 大 。 


3 讨论 


家 蝇 幼 虫 不 仅 对 不 同 细菌 的 刺激 有 特异 性 反 
M, 而且, 经 G 和 G 细菌 诱导 后 ,抗菌 和 蛋白 的 含 
量 会 成 百倍 地 增加 ( 候 利 起 等 ，2006 ) 。 由 此 说 明 ， 
家 蝇 抗 菌 物质 的 产生 与 家 蝇 抗 菌 能 力 的 提高 有 着 紧 
密 的 联系 。 因 此 ， 上 鉴定 家 蝇 幼 虫 经 细菌 诱导 后 的 差 
异 表 达 基 因 ， 对 家 晶 抗 菌 物质 的 开发 和 家 蝇 免 疫 防 
御 机 制 的 探讨 具有 重要 意义 。 
3.1 抑制 性 消减 杂交 技术 

抑制 性 消减 杂交 (SSH ) 技 术 ( Diatchenko et al., 
1996) 是 分 离 差 异 表达 基因 所 段 的 有 效 方法 。SSH 
经 过 Tester 与 Driver MRAZ, n AAN E Æ Tester 
中 差异 表达 基因 的 cDNA 厂 段 ， 随 后 的 两 次 PCR, 
又 使 Tester 中 带 有 不 同 接 涉 的 差异 表达 基因 的 
cDNA 片段 有 效 扩 增 , 提高 了 特异 性 ， 增 加 了 
Tester 中 低 丰 度 目 标 cDNA 卢 段 检 出 的 可 能 。 尽 管 
SSH 技术 具有 较 高 的 消减 效率 和 差异 基因 入 出 率 ， 
但 是 假 阳 性 现象 依然 存在 。 要 得 到 理想 的 结果 ， 一 
方面 ， 选 取 的 Tester 与 Driver 样品 应 该 具有 足 量 的 


消减 空间 或 表达 差异 ， 经 SSH 可 以 消减 去 二 者 共 
同 的 序列 ， 来 有 效 富 集 Tester 中 差异 表达 的 基因 片 
Et; 另 一 方面 ， 构 建 高 质量 的 cDNA 消减 文库 是 簿 
出 差异 表达 基因 片段 的 保障 。 

本 研究 充分 注意 了 以 上 两 个 方面 ， 选 取 了 大 上 肠 
杆菌 和 人 金黄 色 葡 萄 球菌 混合 液 诱导 12 h 家 蝇 幼 虫 
的 cDNA Jj Tester, R H EE X ba 4] E By cDNA 为 
Driver， 经 过 一 次 SSH Ey, MH ST Z8 4] 1B 
的 Tester 中 ， 初 步 筛 选 出 了 编码 36 个 蛋白 基因 的 
47 个 cDNA 片段 ， 用 半 定 量 RT-PCR 检测 了 其 中 6 
个 基因 的 表达 模式 ， 绪 果 显 示 ， 这 些 基因 在 诱导 后 
的 24 h 内 整体 表达 趋势 是 上 调 的 ， 尤其 att 和 def 
诱导 后 明显 上 调 表 达 ， 说 明 往 出 的 基因 在 诱导 前 后 
有 表达 差异 。 由 此 也 证 明 ，SSH 技术 的 确 是 一 种 比 
较 简 便 、 高 效 寻找 差异 表达 基因 的 好 方法 。 

3.2 ”家 蝇 幼 虫 免疫 相关 基因 

家 蝇 缺 乏 获 得 性 免疫 系统 ， 其 能 够 有 效 抵御 病 
原 菌 的 侵袭 完全 依靠 独特 的 天 然 免 疫 反应 。 当 家 晶 
表皮 这 道 有 效 的 物理 屏障 被 打破 之 后 ， 会 诱导 产生 
效应 物 来 愈合 伤口 、 防 止 微生物 扩散 。 基 于 参与 的 
效应 物 的 性 质 将 免疫 反应 分 为 细胞 免疫 反应 与 体液 
免疫 反应 两 类 。 细 胞 免疫 反应 由 血细胞 介 导 ， 导 致 
吞噬 作用 和 包 被 作用 。 体 液 免疫 反应 依赖 于 血 淋 
巴 ， 导致 血 淋 巴 凝结 、 黑 化 和 抗菌 肽 合成 。 黑 化 依 
赖 于 酚 氧 化 酶 的 活性 ， 酚 氧化 酶 催化 酚 生成 醒 ， 导 
致 黑 化 。 一 般 ， 酚 氧化 酶 是 以 非 活化 的 前 体 物 
酚 氧 化 酶 原 的 形式 存在 ， 配 氧化 酶 原 通 过 丝氨酸 重 
白 酶 水 解 而 被 激活 。 家 蝇 受 到 病原 微生物 侵 染 或 损 
伤 时 ， 脂 肪 体 细胞 能 快速 合成 一 些 抗菌 肽 ， 分 泌 到 
血 淋 巴 ， 杀 死人 入侵 的 病原 微生物 。 细 胞 免疫 反应 与 
体液 免疫 反应 一 起 构成 了 家 蝇 对 微生物 感染 的 有 效 
保护 。 

在 感染 病菌 时 ， 家 蝇 免 疫 系统 会 对 人 侵 物 识 
别 ， 并 引发 包括 吞噬 作用 、 包 被 作用 、 激 活 和 蛋白 酶 
级 联 反 应 和 黑 化 作用 以 及 诱导 抗菌 肽 合成 等 一 系列 
免疫 反应 ， 从 而 清除 或 消灭 人 侵 物 。 天 只 作 用 在 昆 
REDHILL FREEZER, EARR AA 
中 和 吞噬 后 ， 各 种 水 解 酶 、 氧 化 酶 和 抗 氧化 酶 发 挥 
了 重要 作用 ( 受 容 等 ，2008 ) 。 本 研究 也 得 出 了 同 
样 的 结果 ， 不 仅 从 细菌 诱导 家 晶 3 龄 幼虫 12 h 的 
消减 文库 中 ， 筛 出 了 丝氨酸 和 蛋白酶 (chy 和 pap), 
Dicer、 天 冬 氮 酸 和 蛋白酶 和 羧 肽 酶 5 种 水 解 酶 基因 ， 
还 筛选 到 了 细胞 色素 氧化 酶 、 细 胞 色素 P450、 烯 
酰 还 原 酶 、 脂 酰 脱氧 酶 、NADH: 泛 柄 氧化 还 原 酶 
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和 过 氧化 氢 酶 6 种 氧化 还 原 酶 基因 ， 而 且 还 发 现 丝 
ARE HIEN (chy 和 pap) 在 细 阔 诱导 后 24 h 内 
的 表达 趋势 是 先 下 调 后 上 调 ， 推 测 在 家 晶 幼 虫 感染 
病菌 的 初期 ，chy 和 pap 基因 表达 受 抑 制 ,诱导 
24 h 后 加 强 表达 ， 以 参与 对 细菌 的 免疫 反应 。 

抗菌 肽 是 昆虫 感染 病原 菌 后 ， 由 血细胞 及 脂肪 
细胞 在 瞬时 分 泌 的 一 类 能 够 抵抗 大 多 数 微 生物 侵 染 
的 小 分 子 多 肽 。 抗 菌 肽 基因 的 表达 主要 受 两 种 信和 号 
转 导 途径 的 调控 : Toll 途径 和 Imd 途径 。Tol 途径 
主要 是 在 真菌 和 G 细菌 侵 染 时 被 激活 的 ，Imd 3& 
径 主 要 是 被 G 细菌 侵 染 时 激活 的 。Imd 途径 控制 着 
抗菌 肽 基因 att 和 def 的 诱导 性 表达 。 有 报道 表明 ， 
在 家 晶 各 生长 阶段 ， 抗 菌 肽 基因 att, def FUA EAR 
( cecropin) 基因 表达 水 平 存 在 明显 差异 ， 而 且 在 幼 
虫 发 育 期 的 表达 呈 增 强 趋势 ( 金 小 宝 等 ，2008 ) 。 
本 研究 结果 也 验证 了 这 点 ， 从 细 霄 诱导 家 蝇 幼 虫 
12 h 消减 文库 的 161 个 阳性 克隆 中 ， 租 出 了 3 种 抗 
KKR 7 个 基因 三 段 ， 其 中 4 个 是 def, 1 个 是 att, 
为 外 两 个 是 ly， 而 且 def 和 att 在 诱导 后 2 h 瞬时 
ERA. AWR RA ffi A pi A Ak cecropin 基 
， 可 能 是 测序 的 克隆 数 有 限 ， 也 有 可 能 是 建 库 时 
cecropin 基因 还 未 表达 。 总 起 来 看 ， 抗 菌 肽 基因 att 
和 def 与 家 晶 感 染病 菌 初期 的 抗 性 有 重要 关系 。 

在 预测 的 功能 和 蛋白 中 有 7 种 是 核糖 体 大 亚 基 和 蛋 
日 ,2 种 是 核糖 体 小 亚 基 蛋白。 核糖 体 和 蛋白 除了 组 
建 核糖 体 参与 蛋 昌 质 的 合成 外 ， 可 能 还 参与 家 蝇 的 
免疫 反应 。 有 报道 ， 对 应 于 Helicobacter pylori 核糖 
H8 ELI N- 末 端 序列 的 肽 HP(2-20) 有 杀 线 虫 的 活 
性 ， 可 能 通过 破坏 线虫 卵 沈 结构 和 在 细胞 腊 脂 双 层 
二 形成 小 孔 的 方式 发 挥 作 用 。 此 肽 还 有 抗 多 种 真菌 
的 活性 ， 可 以 破坏 日 色 假 丝 醉 母 的 细胞 质 膜 ( Lee et 
al., 2002; Jang et al., 2004 ) 。 所 以 ,不 能 简单 地 认 
为 核糖 体 蛋 白 的 出 现 就 说 明 与 免疫 作用 无 关 。 可 能 
有 些 人 免疫 相关 基因 是 编码 其 他 功能 重 日 的 基因 在 茶 
种 特定 条 件 下 的 男 一 种 转录 产物 。 同 时 ， 多 个 核糖 
体 基因 的 出 现 也 说 明 人 免疫 刺激 可 能 激活 家 蝇 中 某 些 
基因 的 转录 ， 而 且 这 些 基 因应 该 与 免疫 作用 有 关 。 

目前 来 看 ，36 个 重 白 的 免疫 功能 仅 少 数 是 清 
楚 的 ， 如 丝氨酸 蛋 昌 酶 ， 主 要 参与 调节 昆虫 血 淋 巴 
凝结 、 抗 菌 肽 合成 和 黑 化 包 囊 等 过 程 ， 是 介 导 昆虫 
先天 免疫 反应 的 天 键 酶 ( 受 容 等 , 2008 ) ; 溶菌 酶 是 
一 种 小 分 子 碱 性 重 白 ， 能 够 水 解 细 菌 细胞壁 中 的 
N- 乙 酰 胞 壁 酸 和 N- 乙 酰 氨 基 葡 糖 之 间 的 B-1，4 糖 
昔 键 ， 使 细胞 内 容 物 锡 出， 从 而 对 G 和 G'! 细菌 有 


一 定 程度 的 溶解 作用 ( Ren et aL, 2009) ; 防御 素 可 
以 杀 灭 和 抑制 C 、C -和 病毒 ( 王 来 城 等 , 2003; 金 
小 宝 等 , 2008); 攻击 素 杀 灭 和 抑制 C 、G ”和 真菌 
等 等 ( 徐 家 华 等 ，2007)。 而 对 大 部 分 蛋白 的 免疫 
功能 不 了 解 ， 如 Internalin( WIER), Dicer 酶 、 众 
多 的 核糖 体 和 蛋白 和 未 知 功 能 的 和 蛋白， 它们 在 家 晶 免 
疫 中 的 作用 有 竺 进一步 研究 。 
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